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© Selbst assemblierende Monoschicht mit kurzkettigen Linkern. 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix, die ein Tragermaterial und einen 
daran Uber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reaktionspart- 
ner bindefahig ist, enthalt, wobei der Festphasen-Reaktand eine verdtinnte und im wesentlichen lateral homoge- 
ne Bindeschicht auf der OberflSche des TrSgermaterials bildet, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
das Tragermaterial mit einer waBrigen Reaktionslosung inkubiert, die einen Uber ein kurzkettiges SpacermolekQI 
mit der Ankergruppe verknOpften Festphasen-Reaktanden und mindestens ein hydrophiles VerdOnnungsmolekiil 
enthalt 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix, die ein Tragermateri- 
al und einen daran Uber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem 
freien Reaktionspartner bindefahig ist, enthMIt, wobei dieser Festphasen-Reaktand eine verdUnnte Bindes- 

Cm!Cmi auf dGr OberflaChe dS3 TrSgGiTnSt6riaiS uiiuou 

5 Bei molekularen Erkennungsreaktionen handelt es sich um die teste und spezifische Bindung zweier 
MolekUle, die ohne die Ausbildung einer kovalenten Atombindung eintritt. FUr eine praktische Handhabung 
sind insbesondere solche Reaktionen von Interesse, die an der Grenzflache zwischen einem festen 
Tragermaterial und einer fluiden Urrigebung ablaufen. Dazu wird die Oberfiache des festen TrSgermaterials 
mit einer Fixierschicht belegt, die einen Festphasen-Reaktanden enthSlt. An dieser Fixierschicht laufen dann 

10 die eigentlichen Erkennungsreaktionen ab. 

Ein Beispiel einer solchen Fixierschicht ist an polymerisiertes Albumin gebundenes Streptavidin, das 
wiederum gut an Kunststoffoberfiachen adsorptiv bindet. Diese Festphase kann mittels Bindung an Biotin 
bzw. an biotinylierte Reaktanden ftlr eine groSe Zahl von Immuntests verwendet werden. Diese auf 
Streptavidin/Polyalbumin basierende Bindematrix ist sehr gut fur "groSe" Kunststoffoberfiachen geeignet. 

is Verkleinert man jedoch die beschichtete Oberfiache, so nimmt die Genauigkeit der Tests ab. Bei neuen 
Testsystemen - z.B. klassischer ELISA oder Bestimmung uber optische Oder elektrochemische Sensoren - 
besteht ein wachsender Bedarf an Miniaturisierung. 

In Arbeiten von Blankenburg et al. (Biochemistry 28 (1989), 8214) und Ahlers et al. (Thin Solid Films 
180 (1989) 93-99) werden Streptavidin-Monoschichten beschrieben, die auf einem Langmuir-Blodgett (LB)- 

20 Rim basieren. Dazu werden zunSchst Biotinlipidmonoschichten mit der komplizierten Technik der Filmwaa- 
ge hergestellt, die anschlieBend mit einer StreptavidinlSsung ca. 2 Stunden lang inkubiert werden mUssen. 
Ein Nachteil dieser LB-Filme ist auBerdem ihre begrenzte Stabilitat, insbesondere gegenuber Austrocknen. 

Eine weitere MSglichkeit zur Herstellung einer Fixierschicht auf einem Tragermaterial ist das sogenann- 
te "Self-assembled monolayer" (SAM). So beschreiben Nuzzo und Allara (J.Am.Chem. Soc. 105 (1983), 

25 4481-4483) die Adsorption von organischen Disulfiden auf Gold, die zu einer dichtgepackten Monoschicht 
fUhrt. Die spontane Organisation solcher Monoschichten (daher die Bezeichnung SAM) beruht auf starken 
spezifischen Wechselwirkungen zwischen dem Tragermaterial und dem Adsorbat. Bain und Whitesides 
(Angew.Chem. 101 (1989), 522-528) beschreiben SAM, die durch Adsorption von langkettigen Thiolen an 
GoldoberflSchen entstehen. So erhSit man durch Inkubation einer Goldoberflache mit Thiolen der Formel 

30 

R R = Alkyl, Vinyl, Halogen, 
Carbonsaurc, Ester, Amid, 
Nitril, OH, Ether,- 

aus verdUnnter organischer Losung (z.B. 1 mmol/l) eine dichtgepackte Monoschicht. Diese Monoschichten 
sind im trockenen Zustand, in Wasser Oder Ethanol bei Raumtemperatur Uber mehrere Monate stabil. Bei 
Erhitzen auf Temperaturen uber 70 "C tritt Desorption ein. Die Stabilitat der Monoschicht steigt mit der 
io Lange der aliphatischen Kette des Thiols. Auch gegen verdOnnte Sauren (z.B. 1 N HCI) oder gegen 
verdOnnte Laugen (z.B. 1 N NaOH) sind diese Monoschichten uber einen gewissen Zeitraum (1 bis 7 Tage) 
stabil. 

Die EP-A 0 339 821 offenbart Polymere fur die Beschichtung von Metalloberflachen, die Thiolgruppen 
als Bindevermittler zum festen Tragermaterial und Aminogruppen enthalten, um einen geeigneten Festpha- 
45 senreaktanden, z.B. Biotin und dann daran Streptavidin zu binden. Bei diesen Thiolgruppen-haltigen 
Polymeren laBt sich jedoch ebenfalls aufgrund ihrer polymeren Natur keine strong homogene Beschichtung 
erreichen. 

Eine Arbeit von Ebersole et al. (J.Am.Chem.Soc. 122 (1990), 3239-3241) offenbart funktionell aktive 

Monoschichten von Avidin und Streptavidin durch direkte Adsorption dieser Proteine an Gold- und 
so Silberoberfiachen. Dabei entsteht eine dichtgepackte Streptavidin-Bindephase, die trotz einer relativ hohen 

Inkubationszeit von 20 Minuten mit einem biotinylierten Bindepartner nur eine sehr unvollstandige Belegung 

mit diesem Bindepartner ergibt 

Zusammenfassend ist zum Stand der Technik festzustellen, dafl die dort beschriebenen Bindephasen 

auf Monoschichtbasis entwed r langsam oder nur mit einer geringen Belegung einen fr ien Reaktanden 
55 binden konnen. Somit bestand ein groBes BedUrfnis, diese Nachteile des Standes der Technik mindestens 

teilweise zu beseitigen. Insbesondere sollte eine moglichst mikroskopisch homogene Universalbindephase 

bereitgestellt werden, die in moglichst kurzer Zeit eine moglichst groBe Menge eines freien Reaktanden 

binden kann. 
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Hierzu wird in der DE 40 39 677 eine Bindematrix vorgeschlagen, enthaltend ein Tragermaterial und 
einen daran Uber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien 
Reaktionspartner bindefShig ist, wobei der Festphasen-Reaktand eine verdUnnte und im wesentlichen lateral 
homogene Bindeschicht auf der Oberfiache des Tragermateriais biidet. Der Fesiphasen-Reaktand Kann rnlt 
s der Ankergruppe Uber ein SpacermolekUl verknOpft sein, wobei sich Uberdies zwischen dem SpacermolekUl 
und dem Festphasen-Reaktanden eine hydrophile Linkergruppe, z.B. Diaminodioxooctan (DADOO), befinden 
kann. 

Die Herstellung dieser Bindematrix erfolgte bisher so, daB man eine Lfisung des Thiols in einem 
geeigneten organischen Lfisungsmittel, z.B. Chloroform, Alkohol oder Mischungen aus beiden, herstellte 

jo und damit die Oberfiache des Tragermateriais, vorzugsweise Gold, unter geeigneten Bedingungen benetz- 
te. Die Verwendung von organischen Losungsmitteln ist jedoch in der groBtechnischen Produktion mit 
Nachteilen behaftet. Zudem kSnnen diese Losungsmittel die biologischen Eigenschaften des Festphasen- 
Reaktanden und des Bindepartners beeinflussen. 

In einer Ausfiihrungsform von DE 40 39 677 wird eine Bindematrix offenbart, die neben den mit 

75 Festphasen-Reaktanden verknUpften SpacermolekUlen noch Spacermolekllle enthalt, die mit Ankergruppen 
versehen sind, aber nicht mit Festphasen-Reaktanden verknOpft sind. Auf diese Weise kann man eine 
optimal gepackte Schicht des Festphasen-Reaktanden fQr die AnknUpfung eines freien Reaktionspartners 
und damit eine dicht gepackte Bindematrix erhalten. Ein Beispiel fur ein geeignetes SpacermolekUl ohne 
Festphasen-Reaktand (auch als VerdUnner oder VerdCinnungsmolekUl bezeichnet) ist z.B. Mercaptoundeca- 

eo nol, d.h. eine langkettige lipophile Substanz. 

Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB mit Festphasen-Reaktanden verknUpfte kurzkettige Spa- 
cermolekOle in Kombination mit hydrophilen VerdUnnern aus waBrigen Losungen in einem self-assembly- 
ProzeB Monoschichten bilden, die als universelle Bindematrix noch vorteilhaftere Eigenschaften aufweisen. 
Die Verwendung derartiger hydrophiler Komponenten besitzt den Vorteil, daB man die Belegung des 

25 Tragermateriais aus Wasser oder einer waBrigen ReaktionslOsung vomehmen kann und dadurch keine 
LSslichkeitsprobleme mit dem Aufbau der Bindematrix hat, wenn der Festphasen-Reaktand stark hydrophile 
Eigenschaften besitzt. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von waBrigen Losungsmitteln besteht darin, daB 
keine zusa'tzlichen Losungsvermittler (z.B. Detergenzien) vorhanden sein mUssen. Derartige Losungsver- 
mittler konnen nSmlich den homogenen Aufbau der Bindematrix sowie die biologischen Bgenschaften des 

30 Festphasen-Reaktanden und des Bindepartners storen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix, das 
ein Tragermaterial und einen daran Uber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit 
mindestens einem freien Reaktionspartner bindefShig ist, enthSIt, wobei der Festphasen-Reaktand eine 
verdUnnte und im wesentlichen lateral homogene Bindeschicht auf der Oberfiache des Tragermateriais 

35 biidet, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man das Tragermaterial mit einer waBrigen ReaktionslO- 
sung inkubiert, die einen uber ein kurzkettiges SpacermolekUl mit der Ankergruppe verknUpften 
Festphasen-Reaktanden und mindestens ein hydrophiles VerdUnnungsmolekUl enthalt. 

Die w3Brige Reaktionslosung ist Wasser oder ein waBriges Puffersystem, das vorzugsweise weniger als 
20 % (v/v), besonders bevorzugt weniger als 1 % (v/v) organische Losungsmittel enthalt. Am meisten 

40 bevorzugt enthSIt das waBrige Puffersystem keine zusStzlichen Losungsvermittler wie organische Losungs- 
mittel oder Detergentien. 

Das Tragermaterial der erfindungsgemaBen Bindematrix kann eine Metall- Oder Metalloxidoberfiache 
aufweisen. Vorzugsweise besitzt das Tragermaterial eine Metalloberfiache, besonders bevorzugt eine 
Edelmetallobeflache. Die Herstellung eines Tragermateriais mit einer Goldoberflache geschieht beispiels- 

45 weise durch Bedampfen von Glas mit Chrom als Haftvermittler, wobei eine ca. 0,1 bis 10 nm dicke Schicht 
entsteht. Diese Chromschicht wird anschlieBend mit Gold bedampft, wobei eine Goldschicht entsteht, 
welche die Oberfiache des Tragermateriais fur eine erfindungsgemafle Bindematrix darstellt. Diese Gold- 
schicht ist zweckmaBig zwischen ca. 10 und 100 nm dick, wenn die Bindematrix im Rahmen der 
Oberflachenplasmonenresonanz verwendet wird. Bei anderen Anwendungen, z.B. als elektrochemischer 

so Sensor, kann die Bindematrix auch dicker gewShlt werden. 

Die Adsorption des Festphasen-Reaktanden an die Oberfiache des Tragermateriais wird durch Anker- 
gruppen vermittelt. Die Art der Ankergruppen hangt von der jeweiligen Oberfiache des Tragermateriais ab. 
Als Ankergruppen fUr ein Tragermaterial mit einer Metalloberfiache sind Thiol-, Disulfid- oder Phosphingrup- 
pen geeignet. So sind z.B. Thiol- oder Disurfidgruppen als Ankergruppen fUr Gold- oder SilberoberflSchen 

55 und Phosphingruppen fUr eine PalladiumoberflSche besonders geeignet Weist das Tragermaterial eine 
Metalloxidoberfiache (z.B. AI2O3) auf, so ist als Ankergruppe eine Carboxylat- oder Sulfonatgruppe geeig- 
net. 
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Di Ankergruppe fUr die Adsorption an die Festphase ist nicht direkt am Festphasen-Reaktanden selbst 
angebracht. sondem ist Uber ein kurzkettiges SpacermolekUl, vorzugsweise Ober ein fl xibles Spacermole- 
kUI mit dem Festphasen-Reaktanden verknOpft. Als kurzkettiges SpacermolekUl gilt im Rahmen der 
Erfindung eine Alkylengruppe der Formel (CH2)„, wbrin n eine natOrliche Zahl von 1 bis 6, vorzugsweise 1 
bis 4, besonders bevorzugt 1 bis 3 darstellt. Auf seiner einen Seite enthalt das SpacermolekUl die 
Ankergruppe (z.B. die Thiol- Oder Disulfidgruppe), die zur Adsorption an die Oberflache des TrSgermaterials 
geeignet ist. Auf seiner anderen Seite, d.h. vom Tragermaterial wegstehend enthalt das SpacermolekUl eine 
Oder mehrere VerknUpfungsgruppierungen, Uber die der Festphasen-Reaktand oder eine Komponente 
davon mit dem SpacermolekUl verknUpft ist. Bei diesen VerknUpfungsgruppierungen kann es sich z.B. urn 
eine Amino- Oder Hydroxylfunktjon handeln, die z.B. mit einer Carboxylfunktion des Festphasen-Reaktanden 
unter Bildung einer Ester- oder Amidgruppe verknUpft ist. Das SpacermolekUl kann jedoch auch als 
VerknUpfungsgruppe eine Carboxylfunktion enthalten, die dann wiederum mit einer reaktiven Amino- oder 
Hydroxytfunktion des Festphasen-Reaktanden verknUpft ist. Bei der Auswahl des SpacermolekUls ist eine 
geringe Kettenlange wesentlich, da bei einem zu groBen hydrophoben Rest der Komplex aus Festphasen- 
Reaktand und Spacer nicht mehr ausreichend wasserloslich ist. 

Zunachst soil eine nicht erfindungsgemaSe, dichtgepackte Monoschicht eines Festphasen-Reaktanden 
beschrieben werden, welche auch nicht aus wSBriger Losung herstellbar ist Eine solche Schicht ist 
erhaltJich, wenn man ein Lipid gemaB der Arbeit von Bain und Whitesides (Angew. Chem. 101 (1989), 522- 
528), das eine Hydroxyl- oder Aminoendgruppe aufweist, mit einem aktivierten Biotinderivat umsetzt, wobei 
unter Verwendung von 1 1 -Hydroxy-undekan-1 -thiol als Ausgangsmaterial ein biotinyliertes Alkanthiol mit 
folgender Formel entsteht: 



Bei Adsorption dieses Alkanthiols an ein Tragermaterial mit Goldoberflache bis zur Sattjgung entsteht 
gemaB Dickenmessung eine dicht gepackte Monoschicht mit einer Belegung von 100 % bezogen auf 
Biotin. Auf diese Weise erhSIt man eine starre Bindematrix, die als solche nicht erfindungsgemSfl ist und 
auch eine nur geringe Bindekapazitat fUr einen freien Reaktionspartner (in diesem Falle Streptavidin) 
besitzt. 

Im Gegensatz dazu ist die Herstellung einer erfindungsgemaBen Bindematrix durch Verwendung eines 
SpacermolekUls mfiglich, das mit zwei oder mehreren Molekulen, vorzugsweise 2 Molekulen des 
Festphasen-Reaktanden gleichzeitig verknUpft ist. Ein Beispiel fOr ein solches SpacermolekUl ist Cystamin, 
das als Ankergruppe eine Disulfidgruppe und als VerknUpfungsgruppierung zwei Aminofunktionen enthalt 
und daher mit zwei Molekulen eines aktivierten Biotins verknUpft werden kann, wobei eine biotinylierte 
Verbindung mit folgender Formel entsteht: 



Diese biotinylierte Verbindung bildet bei Adsorption an eine Goldoberflache eine erfindungsgemaSe 
Bindematrix mit einem Belegungsgrad von 30 % bezogen auf Biotin aus, die einen freien Reaktionspartner 
(Streptavidin) mit hoher AffinitSt zu einem dichten Rim binden kann. 





H 
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Vorzugsweise befindet sich eine hydrophile Linkergruppe zwischen dem SpacermolekUl und dem 
Festphasen-Reaktanden. Dieser Linker ist insbesondere ein geradkettiges MolekUl mit einer Kettenlange 
von 4 bis 15 Atomen, wobei die Kette des Linkers vorzugsweise aus C-Atomen und Heteroatomen 
(vorzugsweise N- und O-Atomen) zusammengesetzt ist. Besonders bevorzugt ist dabei eine Linkergruppe, 
5 die eine oder mehrere hydrophile Ethylenoxideinheiten. vorzugsweise zwischen 1 und 5 enthalt. Besonders 
bevorzugt wird die hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- oder Hydroxyl-terminiertes Polyethylenoxid 
gebildet. 

Zwischen dem hydrophilen Linker und dem Festphasen-Reaktanden kann vorzugsweise noch ein 
weiteres SpacermolekUl eingebaut werden, welches aus einer Alkylengruppe der Formel (CH2) n und einer 
70 VerknUpfungsgruppierung besteht, worin n eine natOrliche Zahl von 2 bis 12, vorzugsweise 2 bis 8 ist. 

Als besonders geeigneter Linker fUr den Festphasen-Reaktanden hat sich 1 ,8-Diamino-3,6-dioxaoctan 
erwiesen. So entsteht durch den Einbau von 1 ,8-Diamino-3,6-dioxaoctan zwischen ein C3-Thiolspacermole- 
kOI und ein Biotin-Spacer-MolekOI eine biotinylierte Verbindung der folgenden Formel: 

75 

o 



Die waBrige Reaktionslosung zur Herstellung einer Bindematrix enthalt neben dem oben beschriebenen 
Festphasen-Reaktanden noch ein hydrophiles VerdUnnungsmolekUl, d.h. ein mit Ankergruppen versehenes 

25 MolekUl. an das kein Festphasen-Reaktand gebunden ist. Geeignete VerdUnnungsmolekUle enthalten eine 
Ankergruppe und einen Spacerbestandteil sowie gegebenenfalls eine Linkergruppe, wobei die Anzahl der C- 
Atome des Spacermolekuls vorzugsweise 1 bis 6, besonders bevorzugt 1 bis 4 und am meisten bevorzugt 
1 bis 3 betragt. Auch hier ist bei der Auswahl des Spacermolekuls eine geringe KettenlSnge bevorzugt, da 
bei einem zu groBen hydrophoben Rest das VerdUnnungsmolekUl nicht mehr ausreichend wasserl6slich ist. 

30 Anstelle des Festphasen-Reaktanden befindet sich vorzugsweise an dem von der Ankergruppe entfern- 
ten Ende des VerdUnnungsmolekuls eine hydrophile Funktion, wie z. B. eine Hydroxylgruppe, eine 
Carbonsauregruppe, eine Carbonsaureethylester- oder Methylestergruppe, eine Carbonsaureamidgruppe, 
eine mit 1 oder 2 Methyl- oder Ethylgruppen substitutierte Carbonsaureamidgruppe, eine SulfonsSuregrup- 
pe oder eine Sulfonamidgruppe. Ebenso ist es bevorzugt, an das von der Ankergruppe entfernte Ende des 

35 VerdUnnungsmolekuls einen hydrophilen Linker (gemaB obiger Definition) oder einen Teil eines hydrophilen 
Linkers zu binden. Folglich enthalt ein bevorzugtes VerdUnnungsmolekUl auf der einen Seite des Spacerbe- 
standteils eine mit dem Tragermaterial raaktive Ankergruppe und auf der anderen Seite eine hydrophile 
Endgruppe. 

Der Gesamtcharakter des VerdUnnungsmolekuls muS so hydrophil sein, daB es in Wasser oder einem 
40 waBrigen Puffer loslich ist. Weiterhin mufi das VerknUpfungsmolekUl zur spontanen Anlagerung an das 
TrSgermaterial in der Lage sein. Oberraschenderweise wurde gefunden, daB das VerdUnnungsmolekUl eine 
erheblich geringere KettenlSnge als die des mit dem Festphasen-Reaktanden gekoppelten Spacer/Linkers 
aufweisen darf. Beispielsweise ergibt ein VerdUnnungsmolekUl, das weniger als 50 % der Kettenlange des 
an den Festphasen-Reaktanden gekoppelten Spacer/Linkers sogar noch bessere Resultate als ein VerdUn- 
45 nungsmolekul mit einer Kettenlange, die der des Spacer/Linkers am Festphasen-Reaktanden entspricht. 
Das VerdUnnungsmolekUl ist somit vorzugsweise eine neue Verbindung der allgemeinen Formeln 

X 1 - S - S - X 2 oder HS - X 3 

so worin 

X 1 , X 2 und X 3 jeweils 

0 



-(CH 2 ) n -C-NH-L-Y 
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70 



bedeuten, 

worin 

n eine natUrliche Zahl von 1 bis 6 bedeutet, 

L eine hydrophile Linkergruppe mit einer KettenlSnge von 4 bis 15 Atomen ist und 
Y eine hydrophile Endgruppe, vorzugsweise -NH2, -OH, -COOH Oder -SOaH ist. 
Zum Aufbau einer erfindungsgemSSen Bindematrix kann man aber auch ein Gemisch aus mehreren der 
oben genannten Verbindungen verwenden. 

Ein besonders bevorzugtes Beispiel eines kurzen hydrophilen VerdOnnungsmolekUls ist 2- 
Mercaptopropionsaure-[2-(2-hydroxyethoxy)]-ethylamid. 




In einer weiteren AusfUhrungsform der Erfindung kSnnen ein Spacer mit Festphasen-Reaktand und ein 
Spacer ohne Festphasen-Reaktand Ober eine kovalente Bindung verknQpft sein. Bei Verwendung von Gold- 
oder Silberoberflachen erfolgt diese VerknUpfung vorzugsweise Ober eine Disulfidbrucke. 

20 In solchen gemischten Monoschichten, die aus VerdUnnungsmolekQIen (SpacermolekUlen ohne 
Festphasen-Reaktand) und aus SpacermolekUlen mit Festphasen-Reaktand bestehen. betrSgt der Anteil der 
Spacermolekule mit Festphasen-Reaktand zweckmaflig 0,1 - 90 mol-%, vorzugsweise 0,5 - 70 mol-% und 
besonders bevorzugt 1-40 mol-%. 

Der Festphasen-Reaktand ist vorzugsweise Biotin Oder Biotinanaloge MolekUle wie Desthiobiotin, 

25 Iminobiotin Oder HABA (4-Hydroxy-phenyl-azo-benzoesSure), die ebenfalls mit Streptavidin, Avidin oder 
Derivaten davon reagieren. 

Ein besonderer Aspekt des erfindungsgemaBen Bindefilms besteht in der Moglichkeit, als Festphasen- 
Reaktand Biotinderivate einzusetzen, die wie Desthiobiotin eine wesentlich geringere Bindekraft gegenUber 
Streptavidin aufweisen. Bei Verwendung dieser Festphasen-Reaktanden ist es mSglich, gebundenes Strep- 

30 tavidin durch Zugabe einer Losung, die normales Biotin enthalt, zu verdrangen, so dafi der Universalbinde- 
film aut diese Weise wieder verwendbar wird. 

Weitere Beispiele filr geeignete Festphasen-Reaktanden sind jedoch auch mit einem Antikorper 
bindefShige Antigene oder Haptene. In diesem Fall ist der Festphasen-Reaktand vorzugsweise ein Hapten 
mit einem Molekulargewicht von 100 bis 1200. Geeignet sind beispielsweise Steroide (wie z.B. Digoxin, 

35 Digoxigenin, Cortisol, Oestriol, Oestradiol, Theophyllin, Diphenylhydantoin, Testosterol, Gallensauren, Proge- 
steron und Aldosteron); kurzkettige Peptide (wie z.B. Argipressin, Oxytocin und Bradykinin); Fluorescein und 
seine Derivate; T 3 , T«, Aflatoxin, Atrazin, Pflanzenhormone wie z.B. Gibberilline; und Alkaloids (wie z.B. 
Reserpin und Ajmalicin). 

Besonders bevorzugt werden als Hapten Biotin und Biotinderivate, Digoxin, Digoxigenin, Fluorescein 
40 und Derivate sowie Theophyllin eingesetzt. 

Andererseits kann der Festphasen-Reaktand auch aus mehreren Komponenten bestehen. Darunter ist 
insbesondere zu verstehen, dafl eine innere Komponente des Festphasen-Reaktanden kovalent mit einem 
SpacermolekOI verknUpft ist und nicht kovalent an die SuBere Komponente des Festphasen-Reaktanden 
gebunden ist. Dabei ist dann die auSere Komponente des Festphasen-Reaktanden zur Bindung eines freien 
45 Reaktionspartners in der Lage. Beispielsweise kann es sich bei der inneren Komponente urn Biotin und bei 
der Sufleren Komponente um Streptavidin handeln. Eine solche Bindematrix ist wiederum in der Lage, 
biotinylierte Reaktionspartner (z.B. biotinylierte Antikorper) aus einer Losung zu binden, da Streptavidin vier 
Bindesteilen fur Biotin besitzt, von denen mindestens zwei noch frei sind. 

Eine Bindeschicht, die einen aus zwei Komponenten bestehenden Festphasen-Reaktanden enthalt, ist 
50 dann eine erfindungsgemSfle Bindematrix, wenn die Suflere, d.h. die mit einem freien Reaktionspartner 
bindefahige Komponente des Festphasen-Reaktanden (d.h. im speziellen Fall Streptavidin) eine verdiinnte 
Schicht an der Oberflache der Bindematrix bildet 

Dieses erfindungsgemSBe Prinzip des verdiinnten bindefahigen Festphasen-Reaktanden last sich von 
der Biotin-Streptavidin-Bindung auch auf andere Bindepaare, also z.B. Antik8rper-Antig n tc. erweitern. 
55 Der Belegungsgrad des Festphasen-Reaktanden an der Oberfl§che der Bindematrix ist durch eine 
Dickenmessung der Bindeschicht bestimmbar. Dabei nimmt die gemessene Schichtdicke mit dem Bele- 
gungsgrad der Bindeschicht ab. 
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Aufgrund der unterschiedlichen Natur der erfindungsgemSBen Bindematrizes sind auch die Herstel- 
lungsverfahren im Detail unterschiedlich. Eine bevorzugte Variante dieser Hersteilungsverfahren ist in den 
AusfUhrungsbeispielen dargestellt. Allgemein beinhaltet das erfindungsgemaBe Verfahren die Inkubation des 
TrSgermaterials mit einer wMBrigen Reaktionsldsung, in der die Moiekuie voriiegen, welche die Sindeschicht 

5 der erfindungsgemaSen Bindematrix bilden. Diese MolekUle enthalten an gegenOberliegenden Seiten die 
Ankergruppe und den Festphasen-Reaktanden, wobei - wie oben ausgefUhrt - nicht alle MolekUle der 
Bindeschicht mit einem Festphasen-Reaktanden verknUpft sind. Vorzugsweise ist der Festphasen-Reaktand 
Uber ein SpacermolekUl mit der Ankergruppe verknUpft. Die Anlagerung der Ankergruppen an das TrSger- 
material aus der LSsung unter Bildung der erfindungsgemMBen Bindematrix ist ein spontaner ProzeQ. 

70 Die Inkubation des TrSgermaterials mit der Reaktionslosung zur Herstellung der ersten Bindeschicht 
flndet vorzugsweise unter Schutzgas, in Wasser Oder einem waBrigen Puffer und ohne Zusatz von 
stfirenden Substanzen, wie organischen LSsungsmitteln und Detergenzien start. 

Gegebenenfalls kann in einem zweiten Schritt durch Inkubation mit einer zweiten Reaktionsl8sung eine 
weitere Substanz angelagert werden, insbesondere wenn der Festphasen-Reaktand aus mehreren, nicht 

75 kovalent miteinander verbundenen Komponenten besteht. Zum Aufbringen der zweiten und ggf. weiteren 
Schichten sind die Reaktionsbedingungen nicht kritisch, so daB ohne Schutzgas gearbeitet werden kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren, wobei man nach Adsorp- 
tion des mit Ankergruppen versehenen Festphasen-Reaktanden an das Tragermaterial die resultierende 
Bindematrix mit einer oder mehreren weiteren, mit der Bindematrix bindefahigen Substanzen inkubiert, urn 

20 einen aus mehreren, nicht-kovalent verknUpften Komponenten bestehenden Festphasen-Reaktanden zu 
erzeugen. 

Die nach dem erfindungsgemaflen Verfahren hergestellte laterale Bindeschicht ist mikroskopisch 
homogen, wie z.B. durch die Surface plasmon microscopy nachweisbar (B. Rothenhausler und W. Knoll, 
Surface Plasmon Microscopy, Nature, Vol. 332, Nr. 6165, S. 615-617 (1988); W. Hickel, B. Rothenhausler 

25 und W. Knoll, "Surface Plasmon Microscopic Characterisation of external surfaces", J.Appl.Phys. (1989), S. 
4832-4836; W. Hickel, W. Knoll "Surface Plasmon optical characterisation of lipid monolayers at 5 urn 
lateral resolution", J.Appl.Phys. 67 (1990), S. 3572 ff.). Bei einer Auflosung von 5 nm sind keine 
Dickenunterschiede meBbar. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 

30 Probelosung mittels einer spezifischen Bindungsreaktion zwischen mindestens zwei bioaffinen Reaktanden, 
von denen einer an eine Festphase gekuppelt vorliegt und der oder die anderen Partner frei sind. wobei 
man einen Festphasen-Reaktanden verwendet, der Bestandteil einer erfindungsgema'Ben Bindematrix ist. 

Bei einem derartigen Verfahren kann der Nachweis der Bindung des freien Reaktionspartners an den 
Festphasenreaktanden dadurch ermdglicht werden, daB der freie Bindungspartner eine Markierungsgruppe 

35 tragi Gebrauchlich ist insbesondere die Markierung mit einem Enzym oder mit einem fluoreszierenden 
oder lumineszierenden Bestandteil. Die dadurch ermoglichte indirekte optische Beobachtung der Bindung 
erlaubt einen genauen quantitativen Nachweis. 

GrundsStzlich kann die Bindung optisch, eiektrochemisch, aber auch uber die Warmet8nung oder die 
Massenbildung bestimmt werden. FOr elektrochemische Techniken kommen insbesondere potentiometri- 

40 sche und amperometrische Methoden in Frage, wie sie beispielsweise in "Biosensors", Turner, Karube, 
Wilson (eds.), Oxford Press, 1987 oder Bergveld, Biosensors & Bioelectronics 6, 55-72 (1991) beschrieben 
sind. Bestimmungen Uber die elektrische LeitfShigkeit oder KapazitatsSnderung sind als elektrochemische 
Techniken ebenfalls moglich. 

Vorzugsweise erfolgt jedoch der Nachweis der Bindung durch optische, insbesondere reflexionsoptische 

45 Techniken, bei der die Zunahme der Schichtdicke einer extrem dunnen Schicht mit dem tragerfixierten 
Reaktanden durch Bindung des freien Bindungspartners beobachtet werden kann. Ein Oberblick Uber diese 
Techniken wird gegeben in Sadowski: "Review of optical methods in immunosensing", SPIE, Vol. 954 
Optical testing and Metrology II (1988), 413-419. 

Ein besonders bevorzugtes reflexionsoptisches Verfahren ist der Nachweis der Bindung durch Oberfla- 

50 chenplasmonenresonanz. Bei diesem Verfahren besteht das Analyseelement aus einem durchsichtigen 
dielektrischen Material, auf dem in sehr geringer Schichtdicke eine metallisch leitende Schicht aufgebracht 
ist, welche den Festphasen-Reaktanden tragt. Dieses Analyselement wird vielfach auch als optischer 
Immunsensor bezeichnet. Beispiele fUr solche optischen Immunsensoren sind in der EP-A 0 112 721, der 
EP-A 0 276 142 und in der EP-A 0 254 575 beschrieben. Besonders bevorzugt fOr den quantitativen 

55 Nachweis der Bindung an die Festphase ist jedoch ein Immunsensor, der detailliert in der DE 40 24 476 
offenbart wird. 

Wie oben beschrieben, kann ein Festphasen-Reaktand verwendet werden, der gegenUber dem freien 
Reaktionspartner eine vergleichsweise geringe Bindekraft aufweist. In diesem Falle ist es mdglich, den an 
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die Festphase gekoppelten Reaktionspartner durch Zugabe ines weiteren freien Reaktanden mit hSherer 
Bindekraft abzulosen und somit die Bindematrix zu regen rieren. 

Besonders bevorzugt kann man fur eine regenerierbare Bindematrix Biotinderivate, wie etwa Desthiobio- 
tin und Iminobiotin, aufgrund der geringeran Bindeaffinitat an Streptavidin ais Biotin ais Fesiphasenreakian- 
den verwenden. (Die Bindekonstante von Desthiobiotin/Streptavidin ist 10 12 , wahrend die Bindungskonstante 
von Biotjn/Slreptavidin 10' 5 ist). Wenn man daher einen Festphasenreaktanden mit geringerer Affinitat 
verwendet, ist es mbglich, gebundenes Streptavidin durch Zusatz einer Losung zu entfernen, die einen 
hfiher affinen Reaktanden (z.B. Biotin) enthSIt, so daB aut diese Weise der Universalbindefilm mehrfach 
verwendet warden kann. 

FOr die Durchfuhrung von Immunoassays unter Verwendung einer regenerierbaren Desthiobiotin- Oder 
Iminobiotih-Bindephase ist es gilnstig, desthiobiotinylierte Oder iminobiotinylierte Antikorper Oder Antikorp- 
erfragmente Oder desthiobiotinylierte Oder iminobiotinylierte (Poly-)Haptene zu verwenden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB man die Bindematrix nach Durchftihrung einer Analytenbestimmung regeneriert, indem der 
an den Festphasen-Reaktanden gebundene freie Reaktionspartner durch Zugabe eines weiteren freien 
Reaktanden von der Bindematrix abgelost wird. Dabei ist es bevorzugt, dafi der weitere freie Reaktand eine 
hShere Affinitat gegenUber dem Reaktionspartner ais der Festphasen-Reaktand besitzt. Beispiele fUr 
geeignete Paare aus Festphasen-Reaktand und freiem Reaktand sind etwa Desthiobiotin und Biotin, Oder 
entsprechend zwei Haptene, die sich chemisch nur gering unterscheiden und somit gegenUber einem 
Antikorper eine etwas unterschiedliche Bindekraft besitzen. 

Die erfindungsgemafl hergestellte Bindematrix kann somit auch ais regenerierbare Schicht verwendet 
werden. 

Die vorliegende Erfindung soil im weiteren durch die folgenden Beispiele in Verbindung mit den Figuren 
1 bis 3 verdeutlicht werden. 

Fig. 1 ist die schematische Darstellung einer Mefleinrichtung, mit der die Bindung eines freien 

Reaktionspartners an die Festphase bestjmmt werden kann. 
Fig. 2 zeigt die Dicke von Bindematrices, hergestellt durch die Kombination einer Komponente mit 
Festphasen-Reaktanden und eines VerdunnungsmolekUls sowie die Dicke des daran gebunde- 
nen Streptavidins (Beispiel 12): 
Kurve 1 : Dicke der Biotinmonolayer 

Kurve 2: Dickenzuwachs durch Streptavidin in Abhangigkeit vom Molenbruch x an Biotin 



Biotinverbindung 1 



^Biotinverbindung 1 + VerdunnunjueUkaie 

C: molare Konzentration 

Fig. 3 zeigt erfindungsgemSB verwendete Verbindungen, wobei Verbindung 1 die in Beispiel 7 
hergestellte Biotinverbindung ist, Verbindung 2 die in Beispiel 9 hergestellte Biotinverbindung 
ist, Verbindung 3 die in Beispiel 1 1 hergestellte Biotinverbindung ist und Verbindung 4 das in 
Beispiel 12b hergestellte VerdiinnungsmolekOI ist. 
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Beispiel 1 

Synthase von Bisbiotinoylcystamin 



10 



15 



20 




H 



Biotin-N-hydroxysuccinimidester wurde zu einer Losung von Cystaminiumdichlorid und Triethylamin in 
Dimethylformamid (DMF) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerUhrt. 
30 Nach beendeter Reaktion wurde der entstandene Niederschlag abflltriert, an der dlpumpe getrocknet und 
aus Aceton umkristallisiert. Die Zielverbindung wurde in 40 %iger Ausbeute erhalten. 

Beispiel 2: 

35 Bestimmung der Schichtdicken von erfindungsgemaflen Monoschichten 

Rgur 1 zeigt schematisch eine MeBeinrichtung zur reflexionsoptischen Bestimmung der Birtdung des 
freien Reaktionspartners an die Festphase. 

Eingebaut in einen modifizierten Kretschmann Aufbau (Fig. 1) kann die beschichtete Probe sowohl 
40 gegen Luft als auch gegen waBrige Medien charakterisiert werden. 

Diese reflexionsoptische MeBeinrichtung enthSIt einen Laser 10. Der von dem Laser ausgehande 
Primarstrahl 11 fSHt unter einem Winkel zur Flachennormalen 17 des Testbereichs 20 ein. Das reflektierte 
Licht wird von einer Sammellinse 12 auf die in der Bildebene angeordnete Diode 13 abgebildet. 

Die MeBeinrichtung enthalt weiterhin ein Prisma 16 in Kretschmann-Anordnung und eine FluflkUvette 14 
46 mit Zutritts- und Ausgangsoffnungen 15 fUr die Testlosung. 

Der Testbereich 20 besteht aus einem Prisma 16 in Kretschmann-Anordnung, einer dielektrischen, 
optisch transparenten Tragerschicht 22 und einer dunnen Metallschicht 23a, 23b, die auf die Tragerschicht 
22 aufgedampft ist. Die diinne Schicht der Indexflussigkeit 21 verbindet das Prisma 16 ohneoptische 
Brechung mit der optisch transparenten Tragerschicht 22, da sie den gleichen Brechungsindex wie diese 
so beiden Teile besitzt. Im vorliegenden Falle stelK 23a die oben erwahnte Chromschicht und 23b die die 
aufgedampfte Goldschicht dar. 25 stellt das Spacermolekul dar, welches uber Ankergruppen die Bindung 
des Festphasen-Reaktanden 26 an die Goldoberflache vermittelt. 27 stellt den freien Reaktionspartner dar, 
der mit dem Festphasenreaktanden bindefShig ist und in der Testphase 28 vorliegt. 

Mit Hilfe der Fresnel'schen Gl ichungen last sich die Reflexion an GrenzflSchen berechnen und an die 
55 PSP-Spektroskopie Daten anfitten, wobei man fOr jede Schicht eine Angabe zur "optischen Dicke" ( = n x 
d, mit n = Brechnungsindex und d = Dicke) erhSlt. 
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Beispiel 3 

Synthese von 1-tertButyloxycarbonyl-1,8-diamino-dioxaoctan, (mono-BOC-DADOO) 

s Eine LSsung von 142 g (1 mol) 1 ,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (DADOO) in 900 ml Dioxan/Wasser (1/1 v/v) 
wird unter rUhren langsam mit einer Ldsung von 109 g (0,5 mol) Di-tert.butyldicarbonat in 450 ml Dioxan 
versetzt. Nach der Zugabe wird das Gemisch noch 1.5 h bei 20 • C gertlhrt, anschlieUend das Ldsungsmittel 
abdestilliert und der ROckstand in 1 I Ethylacetat/Wasser (1/1 v/v) aufgenommen. Nach dem Abtrennen der 
wafirigen Phase extrahiert man die organische Phase zweimal mit je 100 ml 0,1 N HCI. Die wSBrigen 

70 Phasen werden vereinigt, der pH-Wert mit verdiinnter Natronlauge auf pri 9 bis 10 gestellt und die Losung 
einer Flussig-FIUssig-Extraktion im Perforator unterworfen. Nach 8-stOndigem Extrahieren mit 750 ml 
Ethylacetat wird das LSsungsmittel entfemt und der RUckstand am Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 32 g (26 %) 
DC: Kieselgel 60, 

is Eluens Butylac»tat/Wasser/Ammoniumhydroxid = 30/15/5, 
RF = 0,45 

Beispiel 4 

20 Synthese von 1-(Biotin-amlnocapronsaure)-(1,8-diamlno-4,6-dioxaoctan)-amld, (Biotin-X-DADOO) 

Eine Losung von 0,9 g (2 mmol) D-Biotinoyl-aminocapronsaure N-hydroxysuccinimidester (Boehringer 
Mannheim, Best.Nr. 1003933) und 0,5 g (2 mmol) mono-BOC-DADOO in 10 ml Dioxan und 10 ml 0,1 mol/l 
Kaliumphosphatpuffer pH 8,5 werden ca. 2 Stunden bei 20 °C geruhrt. Nach beendeter Reaktion (DC- 

25 Kontrolle: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 3/7, RF = 0,6) wird das LSsungsmittel im Vakuum 
abgedampft und der ROckstand mit 1 ml TrifluoressigsSure versetzt. Man rtlhrt ca. 30 min bis zur 
vollstandigen Abspaltung der BOC-Gruppe. AnschlieBend dampft man die TrifluoressigsSure im Vakuum ab, 
versetzt den RUckstand mit 5 ml Ethylacetat, filtriert von Ungelostem ab und dampft das Rttrat zur 
Trockene sin. 

so Ausbeute: 0,96 g (98 %) 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 2:8, RF = 0.2 

Beispiel 5 



35 Synthese von S-Acetyl-mercaptopropionsaure 

Zu 10,6 g (100 mmol) MercaptopropionsSure wird bei 20'C langsam 8,6 g (110 mmol) Acetylchlorid 
zugetropft. Nach beendeter Zugabe wird 10 min auf 100-C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird einer 
Vakuumdestjllatjon unterzogen und das Produkt bei 0,4 bar und 105 • C rein gewonnen. 
40 Ausbeute: 5,8 g (36 %) 

1-H-NMR (CDCI 3 ): « (ppm) = 2,3 (s, 3H), 2,7 (t, 2H), 3,1 (t, 2H). 

Beispiel 6 

45 Synthese von N-Succinimidyl-S-acetylthiopropionat, (SATP) 

162 g (0,1 mol) S-Acetyl-mercaptopropionsaure, 12,7 g (0,11 mol) N-Hydroxysuccinimid und 22,7 g 
(0,11 mol) Dicyclohexylcarbodiimid werden in 0,4 I absolutem Ethylacetat 16 h bei 20 *C geruhrt. Ausgefal- 
lener Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der olige RUckstand wird in 
so wenig Ethylacetat aufgenommen und gekQhlt. Dabei fSllt weiterer Niederschlag aus, dar verworfen wird. 
Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt. Aus dem letzten Filtrat erhalt man nach Eindampfen 13 g (50 %) 
SATP. 

1H-NMR (CDCI3): S (ppm) = 2,3 (s, 3H), 2,8 (s, 4H), 2,9 (m, 2H), 3,1 (m, 2H). 
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Beispiel 7 

Synthese von Blotln-aminocapronsSure-amidodioxaoctyl-mercaptopropionsaure-amid, 
(Verbindung 1) 

5 

Eine Losung aus 0,96 g (2 mmol) Biotin-X-DADOO (aus Beispiel 4) und 0,5 g (2 mmol) SATP (aus 
Beispiel 6) werden in 20 ml Dioxan und 20 ml 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer pH 8,5 bei 20 • C 2 h gerUhrt. 
Anschlieflend wird die LSsung zur Trockene eingedampft, der RUckstand mit 2 ml TrifluoressigsSure 
aufgenommen und unter Inertgas 0,5 h bei 20 *C geruhrt. Die Aufreinigung erfolgt durch Flash-Chromato- 
70 graphic an Kieselgel (Eluens: Ethylacetat/Methanol = 3:7). 
Ausbeute: 150 mg (13 %) 
DC: Kieselgel 60, Ethylacetat/Methanol =3/7, 
RF = 0,35 

75 Beispiel 8 

Synthese von Blotlnamldo-3,6-dloxaoctyl-S-acetyl-mercaptoproplonsaureamld, (Blotin-DADOO- 
SATP) 

20 1 g (2,7 mmol) Biotin-DADOO gelost in 40 ml 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 wird langsam mit 
einer LBsung aus 1 ,4 g (5,35 mmol) SATP (aus Beispiel 6) in 40 ml Dioxan versetzt. WShrend der Zugabe 
mufl der pH-Wert kontinuierlich mit 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer auf pH 7,0 nachgestellt werden. Nach 
beendeter Zugabe wird noch 10 min gertihrt und anschliessend zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt 
kann ohne weitere Aufreinigung in die folgende Stufe eingesetzt werden. 

25 DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 3,5/7,5, 
RF = 0,35. 

Beispiel 9 

30 Synthese von Bls-(blotlnamldo-3,6-djoxaoctyl)-mercaptoproplonsaureamld-dlsulfld (Verbindung 2) 

1,6 g des Rohproduktes aus Beispiel 8 wird in 100 ml Stickstoff-gesattigtem 0,5 mol/l Kaliumphosphat- 
puffer pH 7,5 gelost und mit 5,4 ml 1 mol/l methanolischer Hydroxylamin-LSsung versetzt. Es wird 2 h bei 
20 *C gerflhrt, anschlieflend im Vakuum zur Trockene eingedampft und Uber Flash-Chromatographie an 
35 Kieselgel (Ethylacetat/Methanol = 3/7) aufgereinigt. 
Ausbeute: 150 mg (6 %) 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 3/7, 
RF = 0,35 

«o Beispiel 10 

Synthese von Biotlnamido-3,6-dloxaoctyl-S-acetylmercaptqesslgs3ureamld, (Blotln-DADOO-SATA) 

Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 8 aus 187 mg (0,8 mmol) N-Succinimidyl-S-acetyl-thioacetat 
« (SATA) (Boehringer Mannheim, Best.Nr. 1081765) und 300 mg (0,8 mmol) Biotin-DADOO. 
Ausbeute: 109 mg (49 %) 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 6,5/3,5 
RF = 0.35 

so Beispiel 11 

Synthese von B!s-(biotlnamldo-3,6-dioxaoctyl)-mercaptoessigsaureamld-disulfid (Verbindung 3) 

Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 9 aus 100 mg (0,2 mmol) Biotin-DADOO-SATA und 0,25 ml 1 
55 mol/l methanolischer Hydroxylaminlosung. 
Ausbeute: 55 mg (60 %). 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 3/7, 
RF = 0,35 
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Bel plel 12 

a) 2-(S-Ac»1yO m ercaptopropionsaure-[2-{2-Hydroxyethoxy)]-ethylamid 

Zu einer LQsung aus 2,14 g (20 mmol) 2-{2-Aminoethoxy)-ethanol in 25 ml THF wurde innerhalb von 15 
min eine L8sung aus 5 g (20 mmol) N-Succinimidyl-S-acetylthiopropionat (SATP, Beispiel 2c) in 50 ml THF 
zugetropft und 2 Std. bei 20 'C gerOhrt. Nach AbschluS der Reaktion (DC-Kontrolle) wurde das Reaktions- 
gemisch im Vakuum eingedampft und Uber Kieselgel chromatographiert (Kieselgel 60, Eluens 
Ethylacetat/Methanol = 7/3 plus 1 % EssigsSure). 

DC: (Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol = 7/3 plus 1 % Essigsaure) 
R f = 0,67. 
Ausbeute; 2,7 g. 
MS (pos FAB): MH + - 236. 

b) 2-Mercaptopropionsaure-[2-(2-hydroxyethoxy)]-ethylamid (Verbindung 4) 

2,7 g (8,7 mmol) der Verbindung a) wurden mit 600 ml 1 mol/l Hydroxylamin-LSsung in Methanol 
versetzt und 1 Std. bei 20 • C gerOhrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum abgezogen und 
der Ruckstand 3 x mit Dichlormethan extrahiert. Man erhielt 1 ,5 g oliges Rohprodukt, das durch Rashchro- 
matographie an Kieselgel aufgereinigt wurde (Kieselgel 60, Eluens Dichlormethan/Methanol = 9.3/0.7). 

DC: (Kieselgel 60, Eluens Dichlormethan/Methanol =9/1) 
R F = 0,45. 

Ausbeute: 0,86 g (farbloses Ol). 
MS (pos FAB): MH + = 194. 

Beispiel 13 

Herstellung und Charakterislerung von Monoschichten 

a) ProbenprSparatlon: 

Die Gold-Substrate wurden durch Bedamplen von Glasobjekttragern aus LAS FN 9 (Berliner Glas KG) mit 
ca. 50 nm Au (99,99%) hergestellt. 

Die Bedampfung erfolgte in einer Bedampfungsanlage BAE 250 von Balzers und wurde bei einem 
Druck von S5x10~ 6 mbar durchgefUhrt. 

b) Monoschicht-Bildung: 

Die Gold-Substrate wurden direkt nach dem Offnen der Bedampfungsanlage unter Argon Schutzgas in 
0,5 mM LSsungen der Verbindungen in Wasser (MilliQ) gestellt. Nach 6 h Adsorptionszeit wurden die 
Substrate mit 300 ml Wasser gespUlt und in einem Stjckstoffstrom getrocknet. 

c) Charakterislerung: 

Die Charakterisierung der Monoschicht erfolgte mit Hilfe der Oberflachenplasmonen-Spektroskopie und 
der Methode der Kontaktwinkelmessung. 

Oberfiachenplasmonen-Spektroskopie ist eine optische Methode mit hoher Empfindlichkeit zur Charak- 
terisierung von Oberflachen und dUnnen Rlmen, ohne daB ein spezieller MolekUI-Label (z.B. Fluoreszenz- 
Label) benotjgt wird (W. Knoll, MRS Bulletin, Vol. 16, No. 7, 1991, 29-39). 

Zur Bestimmung der Schichtdicken der selbst assemblierenden Monoschicht (SAM) wurden Messungen 
gegen Luft und waSriges Medium durchgefUhrt. 

Kontaktwinkelmessungen sind ein haufig genutztes Verfahren zur Analyse von Grenzflachen. Dabei 
lassen sich Informationen uber das Substrat, die Art und Zusammensetzung der Bedeckung und die 
Ordnung auf dem Rim gewinnen (A. Ullmann, "Introduction to ultrathin organic films", Academic Press, Inc. 
1991). Zur Messung der Kontaktwinkel wurde ein Kontaktwinkelmikroskop G1 (KrUss/Hamburg) verwendet. 
Alle angegebenen Werte aus Tabelle 1 und 2 stellen Mittelwerte dar aus mindestens 6 Messungen an 
unterschiedlichen Stellen auf dem Trager. Der Fehler betragt dabei ± 2 Grad. 

In den folgenden Experimenter! wurden die Banetzungseigenschaften von durch Ultrafiltration (MilliQ) 
gereinigtem Wasser auf den j weiligen Rlmen gemessen. 
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Tabello 1 



Messergebnisse: Gemessene Schichtdicken und Kontaktwinkel 




Dicke d [A] der SAM 


d gemessen 


d berechniat 2 
(senkrecht) 


d berechnet 2 
(30* geneigt) 


n* 


ea 3 [«] 


Verb. 4 aus Wasser 


9±2 


13 


11 


1.50 


26t2 


Verb. 1 aus Wasser 


33±2 


38 


33 


1.50 


35±2 


Verb. 1 aus Puffer 1 


33±2 


38 


33 


1.50 





1 Phosphatpuffer 0.05 mol/l, pH 7.0 

2 Dicke der SAM aus Bindungslangen berechnet 

3 ea [•] bestimmt nach A. Ulmann, "Introduction to ultrathin organic films", Academic Press, 
Inc. 1991. 

* Brechungsindex n nach Ullmann, supra 



Die gemessenen Dicken stimmen gut mit den theoretisch berechneten Werten uberein. Dies weist 
daraufhin, dafl es sich jeweils urn geordnete, dicht gepackte Monoschichten handelt. Dabei durften die 
MolekQIe analog zu den von Whitesides et al. (CD. Bain, G.M. Whitesides, Science 240 (1988) 62; K.L. 
Prime, G.M. Whitesides, Science 252 (1991) 1164) publizierten Daten Ober langkettige Alkanthiole ebenfalls 
urn ca. 30 • zur Oberflachennormalen geneigt sein. 

Auch die Kontaktwinkel stimmen gut mit den von OH- bzw. Biotin-terminierten Alkanthiolen auf 
polykristallinem Au erhaltenen Werten Oberein (H. Wolf, Diplomarbeit University Mainz 1991). Sie stUtzen 
das Bild von geordneten und dicht gepackten Monolayern. 

Zur Untersuchung der Streptavidin (SA)-Bindefahigkeit dieser neuen Verbindungsklasse wurden neben 
der reinen Verbindung 1 auch Mischungen mit Verbindung 4 untersucht Ebenfalls wurden weitere 
Proteinschichten durch Adsorption von biotinylierten Fab-Fragmenten von monoklonalen AntikSrpern gegen 
HCG (Fab<HCG>) und HCG aufgebaut. 

Streptavidin und Fab wurden als 5x1 0 -7 mol/l Losung und HCG (humanes Choriogonadotropin) als 25 
ug/ml Losung in 0,5 mol/l NaCI zugegeben. 

Tabelle2 



Gemessene Kontaktwinkel 9a und Schichtdicken d[A] 




»{•? 


d(SAM) 6 


d(SA) 3 - 7 


d(B-Fab) 47 


d(HCG) 7 


d(RSA) 5,7 


0 


26±2 


9 


0 


0 




0 


0,1 


37±2 


10 


40 


31 


16 




0,25 


40±2 


20 


41 


26 


14 




0,50 


39±2 


24 


36 


23 


12 




0.75 


39±2 


28 


31 


10 


4 




1,00 


35±2 


33 


23 


7 


5 





1 Molenbruch bezogen auf Verbindung 1 . 

2 fla [ * ] bestimmt nach Ullmann, supra . 

3 SA = Streptavidin. 

* B-Fab = biotinyliertes Fab <HCG>. 

3 Durch Rinderserumalbumin (RSA)-Zugabe hStte bei unvollstMndiger Belegung der 
Goldoberflache durch die Verbindungen 1 und 4 eine Adsorption des Proteins an freien 
Stellen der Goldoberflache und damit eine Schichtdickenzunahme erfolgen miissen. 

6 Brechungsindex des Films: n = 1,50 (Ullmann, supra) 

7 Brechungsindex des Films: n = 1,45 (H. Morgan, D.M. Taylor, C.D'Silva. Thin Solid 
Films 209 (1992) 122). 



Die Zunahme der Dicke der Thiol-Monoschicht d(SAM) korreliert mit den Werten aus Tabelle 1 . 



13 



EP 0 574 000 A1 



Durch eine VerdUnnung der Verbindung 1 an der GoldoberflSch mitlels der Verbindung 4 wird eine 
Optimierung der Streptavidin-BindefShigkeit rreicht. 

Bei vollstandiger Belegung der Oberflache mit Streptavidin betragt die gemessene Dicke 40 A und 
stimmt damit gut mit dem theoretisch erwarteten Wert (R.C. Ebersole, M.D. Word, J.A. Miiier, J.R. fvioran, 
J.Am.Chem.Soc.112 (1990) 3239-3241; P.C. Weber. D.H. Ohlendorf, J.J. Wendoloski. F.R. Salemme, 
Science 242 (1989) 85) uberein. 

Diese optimierte Streptavidin-Schicht fungiert wiederum als optimale Bindephase fOr B-Fab <HCG>, die 
wisderum fUr den HCG-Nachweis verwendet warden kann. 

Beispiel 14 

Herstellung einer regenerierten Bindematrix 

In analoger Weise, wie in Beispiel 7 beschrieben, konnen Desthiobiotin und Iminobiotin als 
Desthiobiotin-X-DADOO und Iminobiotin-X-DADOO an SATP gekoppelt werden. 

Diese Verbindungen konnen als Bindematrix eingesetzt werden, wenn die Bindephase regenerierbar 
sein soli. 

Zur Regeneration wird die Festphase bei Raumtemperatur 10 Minuten mit einer Losung von 2 x 10~* 
mol/l Biotin in 0,5 mol/l NaCI inkubiert. AnschlieSend wird zweimal mit 0,5 mol/l NaCI gewaschen. 

Die Regeneration der Bindephase erfolgt zu Ober 90 % (Messung Ober OberflSchenplasmonenresc- 
nanz). 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix, die ein Tragermaterial und einen daran Ober Ankergrup- 
pen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefa- 
hig ist, enthalt, wobei der Festphasen-Reaktand eine verdUnnte und im wesentlichen lateral homogene 
Bindeschicht auf der Oberflache des Tragermaterials bildet, 

dadurch gekennzeichnet, 

da8 man das Tragermaterial mit einer wafirigen Reaktionslosung inkubiert, die einen Ober ein kurzketti- 
ges SpacermolekUl mit der Ankergruppe verkniipften Festphasen-Reaktanden und mindestens ein 
hydrophiles VerdUnnungsmolekul enthalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Belegung des Festphasen-Reaktanden aut der Oberflache des Tragermaterials von 0,1 bis 90 
% der Gesamtbelegung aus Festphasen-Reaktand und VerdOnnungsmolekUl ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Oberflache des Tragermaterials von 0,5 bis 70 
% der Gesamtbelegung ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der OberflSche des Tragermaterials von 1 bis 40 % 
der Gesamtbelegung ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Tragermaterial eine Metall- oder Metalloxidoberflache aufweist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadur h gekennzeichnet, 

daB das Tragermaterial eine Gold-, Silber- oder Palladiumoberflache aufweist und die Ankergruppe eine 
Thiol-, Disulfid- oder eine Phosphingruppe ist. 
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7. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man einen Festphasen-Reaktanden verwendet, der Uber ein flexibles SpacermolekUl mit der 
Ankergruppe verknupft ist. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine wSBrige Reaktionslflsung verwendet, die frei von organischen LBsungsmitteln und 
Detergentien ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sich zwischen dem SpacermolekUl und dem Festphasen-Reaktanden eine hydrophile Linkergruppe 
befindet. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die hydrophile Linkergruppe eine Oder mehrere Oxyethylengruppen enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- oder Hydroxyl-terminiertes Polyethylenoxid gebildet 
wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die hydrophile Linkergruppe aus 1,8-Diamino-3,6-dioxaoktan gebildet ist. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sich zwischen der hydrophilen Linkergruppe und dem Festphasen-Reaktanden noch ein weiteres 
SpacermolekUl befindet. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das hydrophile VerdUnnungsmolekul eine Ankergruppe und einen Spacerbestandteil enthalt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das hydrophile VerdunnungsmolekUl zusatzlich eine hydrophile Linkergruppe enthalt. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als VerdUnnungsmolekul eine Verbindung der allgemeinen Formeln 

X 1 - S - S - X 2 Oder HS - X 3 

verwendet, worin 

tf.X^ndX 3 jeweils 

0 



-(CH 2 )„-C-NH-L-Y 

bedeuten, worin 
n eine natUrliche Zahl von 1 bis 6 bedeutet, 
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L eine hydrophile Linkergruppe mit einer KettenlSnge von 4 bis 15 Atomen ist und 

Y eine hydrophile Endgruppe ist. 

17. verfahren nach Anspruch i6, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die hydrophile Endegruppe -NH2, -OH, -COOH Oder -SO3H ist. 

18. Verfahren nach einem der AnsprOche 15 bis 17, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die hydrophile Linkergruppe eine Oder mehrere Oxyethylengruppen enthalt. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnspriJche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man 2-Mercaptopropionsaure[2-(2-hydroxyethoxy)hethylamid als VerdiinnungsmolekUl verwendet. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der Festphasen-Reaktand ein mit einem Antikorper bindefahiges Antigen Oder Hapten ist. 

21. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 19, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der Festphasen-Reaktand Biotin oder ein Biotinderivat ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der Festphasen-Reaktand ein Biotinderivat mit einer im Vergleich zu Biotin geringeren Bindeatfini- 
tat an Streptavidin ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der mit dem Festphasen-Reaktanden bindefahige freie Reaktionspartner Streptavidin, Avidin oder 
ein Derivat davon ist. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daS man nach Adsorption des mit Ankergruppen versehenen Festphasen-Reaktanden an das Trager- 
material die resultierende Bindematrix mit einer oder mehreren weiteren, mit der Bindematrix bindefShi- 
gen Substanzen inkubiert, um einen aus mehreren, nicht-kovalent verknQpften Komponenten bestehen- 
den Festphasen-Reaktanden zu erzeugen. 

25. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probeldsung mittels einer spezifischen Bindungsre- 
aktion zwischen mindestens zwei bioaffinen Reaktanden, von denen einer an eine Festphase gekuppelt 
vorliegt und der oder die anderen Reaktionspartner frei sind, 

dadurch gekennzelchnet, 

daB man einen Festphasen-Reaktanden verwendet, der Bestandteil einer Bindematrix ist, die nach 
einem der AnsprOche 1 bis 24 hergestellt worden ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man die spezifische Bindungsreaktion optisch, elektronisch, Ober die WSrmetSnung oder die 
Massenbilanz bestimmt. 

27. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch g k nnzelchnet, 

daB man die spezifische Bindungsreaktion durch reflexionsoptische Techniken bestimmt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch g kennzeichnet, 
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daS man die spezifische Bindungsreaktion plasmonenspektroskopisch bestimmt. 

29. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die spezifische Bindungsreaktion potentiometrisch Oder amperometrisch bestimmt. 

30. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gakennzeichnet, 

daB man die spezifische Bindungsreaktion Ober die elektrische LeitfShigkeit Oder Kapazitatsanderung 
bestimmt. 

31. Verfahren nach einem der AnsprQche 25 bis 30, 
dadurch gakennzeichnet, 

daB man die Bindematrix nach DurchfUhrung einer Analytenbestimmung regeneriert, indem der an den 
Festphasen-Reaktanden gebundene freie Reaktionspartner durch Zugabe eines weiteren freien Reak- 
tanden von der Bindematrix abgelost wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 31 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der weitere freie Reaktand eine hohere Affinitat gegenuber dem Reaktionspartner als der 
Festphasen-Reaktand besitzt. 

33. Verwendung einer Bindematrix, die nach einem der AnsprQche 1 bis 24 hergestellt worden ist, als 
regenerierbare Schicht. 

34. Verbindung der allgemeinen Formeln 
X 1 - S - S -X 2 Oder HS - X 3 

worin 

X^undX 3 jeweils 

O 



-(CH 2 ) n -C-NH-L-Y 



bedeuten, worin 
n eine natiirliche Zahl von 1 bis 6 bedeutet, 

L eine hydrophile Linkergruppe mit einer KettenlSnge von 4 bis 15 Atomen ist und 

Y eine hydrophile Endgruppe ist 

35. Verbindung nach Anspruch 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die hydrophile Endegruppe -Nhfe, -OH, -COOH Oder -SO3H ist. 

36. Verbindung nach einem der Ansprilche 34 oder 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die hydrophile Linkergruppe eine Oder mehrere Oxyethylengruppen enthSlt. 

37. 2-Mercaptopropionsaure[2-(2-hydroxyethoxy)]-ethylamid. 
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Figur 3 



Verbindung 1 : 



o 




Verbindung 2: 




Verbindung 3: 




Verbindung 4 : 



0 
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